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摘要 ”以 敏感 品系 家 蝇 和 省 氨 菊 酯 抗 性 品系 家 旺 ( Musca domestica L.) 为 材料 ， 研 究 和 比较 了 神 
经 毒剂 溴 氰 菊 酯 对 其 脑 突 触 体 各 白 磷酸 化 作用 的 影响 。 结 果 表 明 ， 浓 度 为 10 ° mol/L RABE 
制 了 敏感 品系 家 量 脑 突 触 体 蛋 白 磷 酸化 作用 ， 而 对 抗 性 品系 家 蝇 脑 突 触 体 蛋 白 磷 酸化 作用 无 明显 
影响 。 若 反应 体系 中 加 入 2.5X10 mol/L cAMP 显著 激活 了 敏感 品系 家 蝇 脑 突 触 体 和 蛋白 磷酸 
化 水 平 ， 但 是 当 0.6 mmol/L Cs 或 0.6 mmol/L Ca?* 加 10 5 mol/L 馈 调和 皇 白 时 明显 增强 了 抗 性 品 
系 家 量 脑 突 触 体重 白 磷 酸化 水 平 ， 甚 至 超过 了 其 对 敏感 品系 的 作用 水 平 。 此 外 ， 还 发 现 不 同 浓度 
的 溴 氰 菊 酯 可 抑制 突 触 膜 上 的 Na/K-ATP 酶 和 Ca-ATP 酶 活力 ， 浓 度 越 高 抑制 作用 也 越 大 ， 并 且 
敏感 品系 家 蝇 对 溴 氰 菊 酯 的 敏感 度 要 高 于 抗 性 品系 。 


Aid WADE, RRM, RABEL, Na/K-ATP 酶 ，Ca-ATP 酶 ， 家 蝇 Sih BAIR 
AMR 品系 


蛋白 质 磷酸 化 和 去 磷酸 化 调节 着 几乎 每 一 个 生命 过 程 。 尤 其 在 细胞 受到 外 界 信号 刺激 应 
答 时 可 逆 的 蛋白 磷酸 化 作用 是 其 重要 的 作用 机 制 。 如 在 神经 系统 中 ， 神 经 递 质 ， 激 素 和 神经 
冲动 传导 到 细胞 表面 产生 的 生物 反应 ， 是 由 于 在 鞭 细 胞 内 第 二 信使 (如 cAMP，cGMP，Ca2+ 
和 肌 醇 多 磷酸 醋 ) 浓度 的 增加 [11。 第 二 信使 是 通过 特异 性 的 cAMP. cGMP 和 依赖 Cat 的 蛋 
白 激酶 的 活化 产生 影响 。 当 和 蛋白 激酶 将 PO3+ EM ATP OTRE ARB., MABARA 
的 OH 基 上 ， 由 于 构 型 上 的 变化 ， 其 功能 《如 神经 递 质 的 合成 与 释放 ， 神 经 兴奋 等 ;也 产生 
了 改变 [2] 。 

省 握 菊 酯 能 影响 家 蝇 脑 突 触 体内 源 性 各 白质 磷酸 化 ， 即 总 体 磷 酸化 水 平 。 并 抑制 了 分 子 
量 为 33 kD 的 3 个 蛋白 ,等 电 点 pl 在 酸性 端 ， 其 磷酸 化 反应 受 cAMP 依赖 的 蛋白 激酶 催 
代 3。Matsumura (1986，1988》45 指 出 DDT 和 拟 除 虫 菊 醋 影响 蛋白 磷酸 化 ， 尤 其 Ca2+ 在 
蛋白 磷酸 化 过 程 中 也 起 重要 调控 作用 。 澳 握 菊 酯 不 仅 影响 脑 突 触 体 膜 蛋白 磷酸 化 作用 ， 而 且 
己 有 实验 证 明了 演 氰 菊 栈 在 浓度 为 10 -7 mol/L 5 107? mol/L 之 间 抑 制 家 量 和 大 鼠 脑 突 触 膜 
Na/K-ATP 酶 和 Mg-ATP 酶 活力 ， 并 发 现 哺乳 动物 对 省 氯 菊 酯 要 比 昆 虫 敏感 [31 。 

本 文 研究 省 AS BE, cAMP. Ca?* 和 钙 调 蛋白 〈Calmoduline，CaM) 对 敏感 和 省 氰 菊 酯 
抗 性 品系 家 蝇 脑 突 触 体 膜 重 白 磷 酸化 的 作用 ， 及 洗 氛 菊 醋 对 不 同 品 系 家 蝇 的 三 标 酶 系 CATP 


x ”国家 自然 科学 基金 资助 项 目 (39270117) 
1997-10-09 收 稿 ，1998-05-18 收 修改 稿 











"113° 


114 昆 虫 学 报 42 着 
Ae) 的 作用 实质 。 
1 材料 与 方法 
1.1 化 学 试剂 

IR-Deltamethrin 《含量 99%) 由 法 国 Roussel Uclaf 公司 赠送 : Tris EDTA, FMAM ikt 

IZ, BSA 由 SIGMA 化 学 公司 产品 ;Ficoll-400 购 于 Phamacia Inc. 公司; ATP (Adenosine 
triphosphate) 由 British Drug House LTD. 出品; Wi it ik. SDS, Ourbain 为 E Merck: 
Dam Stadt 公司 产品 ， 统 基 乙 醇 ， 考 马 斯 亮 兰 G-250 WT Fluka Chemical Co. 公司: 过 硫酸 
$k Bio-Rad 公司 出 品 ; TEMED 是 Koch-Light 公司 产品 ; 钙 调 香 白 购 于 北京 师范 大 学 生物 
A; y-?P-ATP 放射 比 活 度 为 >5 000 Gi/mmol， 放 化 纯度 为 95%， 由 北京 亚洲 生物 医学 工程 
公司 提供 ; 其 他 化 学 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 


1.2 实验 材料 

RUR th RMR RAA m RARE (Musca domestica L.) AMR, WREST, IR 
以 红糖 、 奶 粉 和 清水 ， 室 内 恒温 25C 。 抗 省 氰 菊 柄 品系 家 量 每 两 个 月 用 0.1% RRRA Ah 
FE 1K, 实验 时 用 羽化 后 第 4 天 的 成 蝇 作 材料 。 


1.3 仪器 设备 

BECKMAN 低速 离心 机 GS-6KR 型 ， 高 速 离心 机 JZ-MC 型 ，HITACHI 超速 离心 机 CP- 
70 型 ，Flexi-Dry™ 冷 冻 干燥 仪 FTS 型 ， BIO-RAD 电泳 仪 3000Xi 型 及 牌 直板 电 瀛 ，IEF 电泳 
和 电 洗 脱 装置 ，BECKMAN DU-650 型 紫外 分 光 光 度 计 。 





1.4 抗 性 倍数 的 测定 

以 不 同 浓度 的 溴 氰 菊 酯 丙酮 液 对 抗 省 握 菊 酯 品系 家 蝇 〈 以 R 表示 ) 和 敏感 品系 家 晤 《以 
S 表示 ) 分 别 进行 中 胸 缘 板 点 滴 ， 点 滴 量 为 每 头 1 pL。 共 设 S 组 ， 每 组 25 KERR. 24 h 后 观 
察 每 组 死亡 个 数 并 计算 死亡 率 ， 求 出 LDo， 同 时 得 到 及 对 S 的 抗 性 倍数 。 


1.5 Na/K-ATPase 和 Ca-ATPase 活性 测定 

依据 Muszbek 等 《1977X5 和 汉 北 元 等 〈19813 7 的 方法 ， 本 文 略 有 改动 。 即 将 不 同 浓度 
RARE (1 nL) 加 入 反应 体系 同 突 触 膜 样品 一 起 保温 5 min 之 后 再 进行 反应 。 家 蝇 脑 突 
AAR MARA AR GB 的 方法 。 蛋 白质 的 测定 方法 采用 Bradford (1976X 
的 微量 测定 法 。 


1.6 ”和 蛋白质 磷酸 化 反应 

参考 罗 远 等 《1991X1 吕 的 方法 。 反 应 总 体积 80 pL, HP AA 30 mmol/L Tris-HCl 缓冲 
液 pH 7.6; 10 mmol/L MgCl,，100 yg 蛋白 质 含量 的 究 触 体 膜 样品 ， 实 验 组 分 别 含 有 
1075 mol/L RAAM, 2.5 107° mol/L cAMP, 0.6 mmol/L Ca2+ 或 0.6 mmol/L Ca2+ 加 
107° mol/L Hi SA. Æ 370 水 浴 中 保温 2 min, PGR DA 25 pm [7-22P] ATP (10° 一 
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104 cpm/ nmol) 进 行 磷酸 化 反应 1 min， 然 后 用 600 pL 冰冷 的 丙酮 终止 反应 ， 之 后 离心 2 min, 
弃 去 上 清 液 ， 将 沉淀 溶 于 50 ul 电泳 缓冲 液 中 。 


1.7 放射 性 自 显影 

将 上 述 磷酸 化 样品 进行 垂直 板 电泳 ， 分 离 胶 浓度 为 10%， 深 缩 胶 为 4%， 电 沪 条 件 
200 V，80 mA， 历 时 50 min， 并 加 标准 蛋白 作为 分 子 量 标记 一 同 电 泳 ， 干 燥 后 的 凝 胶 直接 进 
行 放射 性 自 显影 在 -— 20°C OR PEDIC AAA, BRIO AA? P E X GH ERG MA TH PT 
显示 《用 D196 BPR EINE X GH). 


1.8 分 离 目的 蛋白 及 等 电 点 的 测定 

在 经 放射 性 自 显影 的 义 光 片上 有 一 条 分 子 量 为 48 kD 的 蛋白 带 ， 用 电 洗 脱 方 法 分 离 这 个 
和 蛋白质， 电极 液 为 Tris-HCI 缓冲 液 pH 8.3, 1% SDS， 洗 脱 条 件 为 恒 流 10 mA/ 杯 ， 时 间 为 
6h。 收 集 含 有 雪白 的 洗 脱 液 ， 放 入 处 理 后 的 透析 袋 中 ， 透 析 3 天 《透析 袋 的 处 理 方法 : 2% 
(w/v) NaHCO3，1 mmol/L EDTA, Al# 15 min， 冷 却 后 反复 用 清水 冲洗 ) 用 冷冻 干燥 法 浓 
GEA, GERMS ADS ele. VET IEF 电 访 ，4% Ampholine pH 3 一 10， 电 沪 
条 件 100 V, 15 min: 200 V, 15 min; 450 V，60 mine 


2 结果 


2.1 家 蝇 的 抗 性 倍数 
洗 握 菊 酷 对 室内 饲养 敏感 和 抗 性 品系 家 量 种 群 的 抗 性 倍数 为 1 118.289 1%- 





表 1 省 氰 菊 酯 对 家 蝇 成 虫 毒 力 测 定 结果 
Table 1 Toxicity of deltamethrin to housefly < 7 ) 


delta.-R 品系 25 10.065 4.143 +0.855X 84.508 
S 品系 25 0.009 2.9384 2.165X 0.052 1 118.289 


YE: 所 选 家 蝇 为 羽化 后 第 4 RAHE 


2.2 S、R 品系 家 蝇 脑 突 触 体 膜 蛋白 磷酸 化 的 比较 

家 蝇 脑 突 触 膜 与 2P-ATP 一 起 保温 ， 经 SDS-PAGE 与 放射 性 自 显影 后 的 久光 片上 出 现 了 
6 条 被 标记 的 蛋白 ,分子量 分 别 是 58，53，48，43，29 和 26 kD (图 1)。 这 6 条 和 昌 白 磷酸 化 
反应 水 平 在 S 品系 都 要 高 于 R 品系 。105mol/L RAMEE EMS S 品系 的 蛋白 磷酸 化 作 
用 ， 而 反应 体系 加 入 2.5 Xx 10-smol/L cAMP 时 S 品系 的 磷酸 化 水 平 增 强 ， 尤 其 对 58，53， 
48，43 kD 的 激活 作用 明显 。 但 其 对 民品 系 磷 酸化 的 刺激 作用 只 有 在 48，43kD 这 两 条 蛋白 带 
上 有 微弱 体现 。 情 况 不 同 的 是 ， 在 0.6 mmol/L Cat 或 0.6 mmol/L Cat 加 10->mol/L 征调 
蛋白 参 入 体系 中 时 ， 他 们 对 R 品系 重 白 磷酸 化 的 激活 作用 远 远大 于 对 S 品 系 的 作用 ，6 条 和 蛋 
白带 都 表现 得 很 明显 ， 尤 其 是 29，26 kD 两 条 和 蛋白 带 表 现 更 强 。 
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图 1 省 氰 菊 酯 对 家 晶 脑 突 触 膜 蛋白 磷酸 化 作用 影响 的 SDS-PAGE 图 谱 
Fig.1 SDS-PAGE pattern of the effect of deltamethrin on protein phosphorylation of SPM from housefly brain 
a: 敏感 品系 (Susceptible strain); b: 省 氰 菊 酯 抗 性 品系 (Deltamethrin resistant strain) 


和 2.3 ”分子量 为 48 kD 蛋白 的 纯化 
在 R 品 系 中 48 kD 和 蛋白 的 磷酸 化 反应 依赖 于 
Ca 和 CaM， 而 不 依赖 于 cAMP。 但 是 ， 在 S 品 
es AP 48 kD 蛋白 的 磷酸 化 反应 依赖 于 Ca ”和 
i CaM， 也 依赖 于 cAMP。 将 此 蛋白 用 电 洗 脱 分 离 
s2 1- E 52 O 纯化 之 后 ， 进 行 等 电 聚 焦 (EF) 电泳 ， 在 等 电 点 
的 标准 曲线 上 确定 此 蛋白 的 等 电 点 是 $.2 (图 2)。 
$85 E 依据 其 特性 推测 有 可 能 是 B-50 BAM, 
6.65 0 
aa Ee 2.4 S, R 品系 家 蝇 脑 突 触 膜 Na/K-ATP 酶 和 Ca- 
8.15 os ATP 酶 活性 分 析 
Spe = 通过 测定 S 和 R 品系 家 晶 脑 突 触 膜 Na/K- 
ae äi ATP 酶 活性 结果 表明 ，S 品系 的 酶 活 要 高 于 R 品 
ee 系 的 1.2 倍 。 实 验 中 加 入 不 同 浓 度 的 溴 氰 菊 酯 
图 2 等 电 聚 焦 电 泳 测定 纯化 蛋白 等 电 点 的 图 谱 (1078 mol/L~ 1074 mol/L), MAXI S 品系 酶 活 
Fig.2 IEF pattern of the pI of 的 抑制 强 于 对 R 品系 ， 即 S ii 系 家 蝇 的 Na/K- 
ined di ED protein ATP 酶 对 溴 氰 菊 酯 敏感 程度 要 高 于 R GA. WR 
a: 标准 等 电 点 蛋白 (Standard pl proteins) ; FK BE AY KR BE 1074 mol/L 时 ，S 品系 家 晶 的 
b: 敏感 品系 (Susceptible strain) ; Na/K-ATP 酶 活性 抑制 率 为 33%， 而 及 品系 家 蝇 


c: 溴 氰 菊 酯 抗 性 品系 (Deltamethrin resistant strain) 的 活性 抑制 率 为 21% (图 3)。 
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AAG HEX Ca-ATP 酶 活性 也 有 抑制 作用 。 在 浓度 为 10-? molL 一 10-4 mol/L 时 ， 抑 制 
程度 也 呈 线 性 关系 。 当 溴 氰 菊 酷 的 浓度 为 10-4mol/ 世 时 ， 对 SS 品系 家 蝇 的 Ca-ATP 酶 活性 抑 
制 率 为 24.3%， 对 有 民品 系 的 抑制 率 为 17.$S% (图 4)。 








iol PAP Ss AE PAP Ag NG EEL id i9) 
GL SUT x PTE IE Co 
Tokisit:on (%) 









































1-8 190-4 10-6 10 10-4 [5-9 


10-8 10-7 106 19-5 10 一 


y (moll) (PR NTE elid 
Delamethrin concentration (mol’L.} 
图 3 AAAA SHR mR RAAE 图 4 省 氰 菊 酯 对 S 和 R 品系 家 蝇 脑 突 触 膜 
Na/K-ATP 酶 活性 影响 《重复 6 次 ) Ca-ATP 酶 活性 影响 《重复 3 次 ) 
Fig. 3 Percentage of inhibition of Na/K-ATPase Fig. 4 Percentage of inhibition of Na/K-ATPase 
activity by deltamethrin activity by deltamethrin 
: 敏感 品系 (Susceptible strain); : BUR im FR (Susceptible strain); 
b: oe Abit dm 3. (Deltamethrin resistant strain) b: An Abit da 3 (Deltamethrin resistant strain) 


HSMR MARA ATP 酶 活性 进行 总 体 水 平 比较 可 以 看 出 ，S 品系 的 ATP 酶 活 高 于 
RR 品系。 这 说 明 R 品系 家 内 在 长 期 受到 尝 氰 菊 酯 作用 的 情况 下 ，ATP 酶 的 活性 已 有 所 下 降 。 


3 讨论 


a i os emi ea 
过 程 。 磷 酸化 的 “增强 ”或 “减弱 ” 即 表 明 32P- 磷 酸 基 团 对 某 个 蛋白 的 返 入 量 的 增多 或 
De te er at 
在 S、R 品系 家 蝇 脑 突 触 体 膜 实 验 中 ，10-5mol/L RAE SAR MARA SAB 
酸化 水 平 ， 在 两 个 品系 中 ， 对 R 品系 磷酸 化 的 抑制 要 低 于 S 品系 。 同 时 S 品系 蛋白 磷酸 化 明 
显 受 到 CAMP 的 刺激 ， 已 知 CAMP 通过 依赖 CAMP 的 筷 白 激酶 而 起 作用 ， 特 别 是 对 48 kD & 
白质 磷酸 化 的 刺激 更 为 明显 。 蛋 白 激酶 有 两 个 调节 亚 基 《分子量 49~55 kD) 和 两 个 催化 亚 
基 【( 分 子 量 40 kD) 组 成 ， 通 常 当 cAMP 不 存在 时 ， 两 个 调节 亚 基 通 过 两 个 琉 基 结合 在 两 个 
不 活化 的 催化 亚 基 上 ， 每 个 调节 亚 基 有 两 个 <AMP 结合 位 点 。 当 与 cAMP 结合 ， 催 化 亚 基 从 
全 酶 上 解 离 下 来 并 有 了 催化 活性 。 情 况 不 同 的 是 CAMP 对 R 品系 家 蝇 蛋 白 磷酸 化 无 明显 激活 
作用 。 这 可 能 是 R 品系 家 蝇 长 期 受到 省 氰 菊 栈 的 作用 ， 使 得 依赖 CAMP 的 蛋白 激酶 调节 中 的 
活性 受到 影响 所 致 。 
反应 体系 中 加 入 Ca2+ 和 CaM 时 ，R 品系 家 蝇 蛋 白质 磷酸 化 受到 的 激活 作用 明显 高 于 S 
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hh. X5 Charalambous 和 Matsumura (1992H M SA R m A EAR AR MR AT OB A) SE 
验 结果 并 不 一 致 。 这 也 表明 在 CaM 存在 时 ， 抗 性 品系 的 家 量 的 依赖 Cat 和 CaM BSE AS 
CCCPK) 的 行为 与 敏感 品系 是 不 相同 的 。 
钙 调 香 白 有 调节 Cae 运输 到 受 体 、 离 子 通道 和 酶 等 多 种 重要 功能 。 特 别 在 神经 系统 中 ， 

钙 调 蛋白 在 钙 的 调节 作用 中 起 着 重要 的 作用 。 而 膜 表 面 上 的 Ca+ 可 能 受到 Ca2+ -ATP 酶 的 控 
制 ， 游 离 的 细胞 内 的 Ca2+ 由 内 流 及 外 出 的 平衡 所 决定 ， 并 通过 与 Cet 结合 钙 调 蛋白 的 相互 
作用 达到 平衡 。 钠 泵 是 依赖 于 膜 上 的 ATP 酶 的 调控 。 本 文 实验 结果 表明 ，IR- 溴 氰 菊 醋 能 抑 
制 家 蝇 脑 突 触 体 膜 Na/K-ATP 酶 和 Ca-ATP 酶 的 活性 ， 但 不 同 品系 家 蝇 受 抑制 情况 不 同 ， 如 
对 S- 品 系 家 晶 Na/K-ATP 酶 和 Ca-ATP 酶 的 活性 抑制 率 〈%) 均 高 于 有 -品系 。 已 知 ATP HB 
的 催化 亚 基 存在 多 种 同 功 形式 ， 并 有 可 能 不 同 的 亚 基 形式 对 激素 或 其 它 效应 分 子 及 离子 浓度 
的 反应 不 同 [I24， 因 此 在 不 同 家 蝇 品 系 中 Na/K-ATP 酶 和 Ca-ATP 酶 的 亚 基 形式 和 功能 有 所 不 
同 ， 或 者 是 由 于 R- 品 系 Na/ K-ATP 酶 和 Ca-ATP 酶 的 活力 敏感 性 降低 所 致 ， 尚 需 进一步 研究 。 
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INHIBITION GF PROTEIN PHOSPHORYLATION AND 
ATPase ACTIVITY BY DELTAMETHRIN IN 
HOUSEFLY BRAIN SYNAPTOSOMES 


Tian Yu Leng Xinfu 
(Institute of Zoology: Academia Sinica» Beijing 100080) 


Abstract Deltamethrin was found to affect ATPase activity and protein phosphorylation of housefly 
brain synaptosome in vitro. Both Nas K-ATPase and Ca-ATPase activities can be inhibited by various 
concentrations of deltamethrin (107? ~ 107 4 mol/L). However, the inhibition was higher in susceptible 
housefly than in deltamethrin resistant strain. In intact susceptible housefly brain synaptosome the most 
significant result was inhibition of endogenous protein phosphorylation by 10 *mol/L of deltamethrin. Such 
effect in deltamethrin resistant housefly was suppressed by adding the exogenous Ca’! or Ca”! and calmod- 
olin to the reaction system. Cyclic AMP stimulated the overall phosphorylation level, particularly 48 kD 
protein in susceptible housefly. The 48 kD protein, isoelectric point pl 5.2, may be the brain-specific B- 
50 protein in housefly. All these results indicated that: (1) Deltamethrin has the property to affect AT- 
Pase activity and protein phosphorylation. (2) Deltamethrin might limits calcium transport which connects 


with the protein phosphorylation. 


Key words deltamethrin» synaptosome of housefly brain» protein phosphorylation» Na/ K-ATPase; 


Ca-ATPase> deltamethrin-resistant and susceptible strains of Musca domestica 


